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Procede de dosage ultxeisensible de la troponine I cardiaque 
La presente invention concerne un procede de dosage ultrasensible 
de la troponine I cardiaque, effectue par chimiluminescence. 

L'infarctus du myocarde (IDM) repr6sente toujours una urgence 
5 m6dicale et demeure la princlpale cause de mortality et de morbidlt6 cardio* 
vasculaire dans le monde. 

Dans tous les cas. le traitement instaure a pour but de proteger ie 
tissu myocardique de la necrose irreversible. De nouveaux nrK>yer)s therapeutlques, 
10 comme les thrombolytiques ou I'artgtoplastie de premidre intention, permettent 
aujourd'hui de restaurer rapMement la circulation coronarienne, de faQon a limiter la 
taille de la zone infarcie et de reduire rincidence de ia mortalite et de la morbidity. 



Ces outils therapeutlques sont d'autant plus efficaces quils sent mis 
15 en oeuvre au plus tot aprds le d^but des manifestations cliniques. Les cliniciens 
confrontes a cette pathoiogie doivent pouvotr disposer d'outils diagnostiques de plus 
en plus performants. 



Le dosage des proteines seriques et en particuller des enzymes est 
20 devenu un element determinant pour le diagnostic de rinferctus du myocarde et pour 
rapprddatfon du succte ou de r6chec d'une reperfusion. 



On salt que la troponine est un complexe proteique myofibrillaire, 
constitue de 3 proteines, les troponines C, I et T. 
25 La troponine I cardiaque est une proteine contr€K:tile exctusivement 

presente dans le muscle cardiaque [Wilkinson J.M. et al. Nature (1978), 2Z1* P* 31^ 
35 ; Wade R. et ai. Genomics (1990), 2. p. 346-357J. 

Son role physiologique est d'inhiber. en I absence de calcium, 
30 I'activite ATPasique du complexe actine-myosine et done d'empecher la contraction 
musculaire (Perry S.V., Biochem. Soc. Trans (1979), 7, p. 593-617]. 

Lors de Tinfarctus du a I'obstruction de I'une des arteres nourricieres 
du coeur (artere coronaire), it apparait une ischemie puis une necrose myocardique 
35 qui se traduit par une destruction des cellules cardiaques et la liberation de la 
troponine I cardiaque dans le sang. La troponine I represente done un marqueur tres 
specifique de I'infarctus du myocarde. 
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Ainsi on a recemment preconise le dosage de la troponine I pour le 
diagnostic precoce de Tinfarctus du myocarde (Am. Heart J. (1981), 1 10 . p. 1334- 
1344 ; Molecular Immunology (1992), » (2), p. 271-278J. 



5 De plus, il est desormais acquis que chez certains patients Tar^or 

instable - qui represente une etape critique de l ischemie myocaraique peut etre 
associe a un haut risque de survenue d'infsirctus du myocarde ou de mort subite. 
Les etudes post-mortem sur cette categorie de patients ont montre que i'apparition 
de ces complications 6tait trhs souvent pr6c6d6e de micro-infarctus cardiaques 
10 [Davies MJ. et al. Circulation (1985). Zl. P- 699-708]. 

Le dosage de la troponine i cardi£U)ue semble done etre 
particulierement interessant dans la detection des sujets k risque, chez ies patients 
atteints d'angor instable, plus specialement pour le diagnostic des micro-infarctus. 

15 Par ailleurs. le dosage de la troponine I peut dtre envisage lors de la 

surveillance d'un traitement thrombotytique pour confirmer ie succes ou Techec de la 
reperfusion. comme aussi tors du suivi postop^ratoire des interventions en chirurgie 
cardiaque (pontages coronariens. angioplasties etc.). Le dosage de la troponine 1 
trouve aussi son application dans le diagnostic des rejets de greffes cardiaques 

20 apres transplantation et le suivi des therapeutiques cardiotoxiques utilisant par 
exemple des anthracyclines. 



On connait deja des methodes immunoenzymatiques permettant la 
determination de la troponine I. Larue C. et £d [Mol. Immunol. (1992), 29(2) , p. 271- 
25 273 . Cliri. Chem. (1993), 39/6 . p. 972-979] decrivent un procece de dosage 
immunoenzymatique de type sandwich qui utilise pour la revelation enzymatique le 
substrat chromogene tetramethylbenzydine (TMB)- H2O2- Apres la revelation, la 
lecture de Tabsorbance est faite a 450 nm et la limite de detection, selon les auteurs, 
est de 0,2 pg/l. 

30 

Un autre precede immunoenzymometrique de ia troponine i cecni 
par Bodor et al permet de detecter cette derniere a des concentrations de Tordre de 
1,5 a 3.1 Aig/I [Bodor et al. Clin. Chem. (1992), 38/11 . p. 2203-2214 ; Adams J. et a.. 
Circulation (1993), 88(1) . p. 101-106). Ce dosage utilise pour la revelation 
35 enzymatique un substrat chromogene de la phosphatase alcaline, le 
p--nitrophenylphosphate, et la mesure est effectuee a 405 nm. 

Grace a ces dosages, il a ete possible de mettre en evidence la 
presence de la troponine I dans te plasma des patients, environ 4 heures aprds le 
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debut des manifestations cliniques de I'lnfarctus du myocarde (Adams J. et al. 
Circulation (1993). B8m . p. 101-1061- 

Toutefois, la sensibilite de ces dosages immunoenzymometriques 
est largement inferieure a celle obtenue par des dosages bases sur des methodes 
ires sophistiquees et diffidles a mettre en oeuvre. par exennple des dosages bases 
sur la mesure de la radioactivity [Am. Heart Journal, (June 1987). 113f6>. p. 1333- 
1334]. 

On sait aussi que des d6rjv6s cycliques d'hydrazines, notamment 
les diacylhydrazines, peuvent 6tre utilises comme reactifs de chimiluminescertce 
[Roswell et al. Methods EnzymoL (197B), SL P- 409-423]. L'uttllsation de ces 
reactifs a 6te mvlsagee ou effectute lors de certains dosses immunoenzymatiques 
[Thrope G.H.G. et al, Clin. Chem. (1985). 31. P- 1335-1341 : Thrope G*KG. et al. 
Medors. Enzymol. (1988). 133. p. 331-353] pemande WO 60/00695). Par ailleurs. 
on connaft des methodes de detection par chimiluminescence mettant en oeuvre la 
decomposition enzymatique de derive du 1.2-dioxetane. 

Toutefois. il est connu que ia mise en oeuvre de ces rtectifs 
necesstte des recherches intensives puisque lliomme de Tart est confronts k de 
multiples faicteurs iimttant pour la mise au point des dosages senslbles (affinity des 
dlff^rents composants de dosage et notamment du syst&me antigdne/antioorps, 
marqueur enzymatique. substrat. principe de detection etc.). En effet. un choix 
adequat des difterents r^actife et conditions de dosage s'impose. II est Evident que 
I'on ne peut pas imaglner un dosage sensible et sp^cifique lorsque la bruit de la 
mesure (baiK de fond ou bruit de blanc) est important ou lorsque le rapport 
signal/bruit de la mesure est trop petit. Or justement ce bruit de la mesure depend 
des differents reactifs et conditions de dosage choisis. 



II a 6te maintenant trouve qu'il ^tait possible, en utilisant un certain 
type d'anticorps monoclonaux anti-troponine I cardiaque et de substrata adiquats 
pour la revelation enzymatique. de proceder au dosage par chimiluminescence de la 
troponine I avec une tr6s grande sensibilite. En effet. en appliquant le procedd de 
I'invention il est possible d'obtenir une sensibilite de Tordre de 2 a 5 ng/l, ce qui 
represente une sensibilite 40 a environ 1500 fois superieure a celles des procedes 
immunoenzymometriques de la troponine I les plus sensibles connus jusqu'a 
present. 

La presente invention concerne un procede de dosage 
immunoenzymatique de type sandwich pemnettant le dosage quantitatif de la 
troponine i cardiaque caracterise en ce que les substrats utilises pour la revelation 
enzymatique sont des substrats chimiluminescents. choisis parmi un grand nombre 
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de substrats chimiluminescents. en particulier des derives d'une diacylhydrazine ou 
du 1 ,2-dioxetane. 

La presente invention a plus precisement comme objet. un procede 
de dosage immunoenzymatique de type sandwich, de la troponine I cardiaque : 
5 - qui met en oeuvre deux anticorps monodonaux antl-troponine cardiaque dont un 
est couple avec un marqueur enzymatique, lesquels anticorps ont. soit 
naturellement, soft par cooperativit6 une grande affinite pour la troponine I 
cardiaque, done une constante de dissociation a I'equilibre egale ou inferieure k 10-® 
M. de preference 6gaie ou inferieure a 10*^ M. 
10 et 

- qui utilise pour la r6v6lation enzymatique un substrat chimiluminescent qui est soit 
un derive d'une diacylhydrazine. soit un derivd de 1 .2-dioxetane. 

En effet. la presente invention conceme un procede de dosage 
15 immunoenzymatique quantitatif de type sandwich de la troponine I cardiaque, 
cafact6rise en ce que Ton met en contact les echantillons a doser ou les standards 
avec un anticorps monoclonal anti-troponlne I cardiaque couple a un marqueur 
enzymatique et avec un autre anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque, ces 
anticorps monodonaux. soit naturellement, soit par effet de cooperativite, ayant pour 
20 la troponine I cardiaque une constante de dissociation k r^quillbre 6gale ou 
inferieure k 10-« M. de pr6f^nce dgale ou inferieure a 10-^ M. puis que Iton 
effectue la revelation enzymatique par addition d'un substrat chimiluminescent choisi 
et ensuite que Ton procMe a la lecture directe du signal lumineux obtenu. 

Le procede de I'invention peut etre realise soit par un systeme 
manual (kit de dosage de diagnostic) soit par un systeme automatise. Selon le mode 
de realisation, il est possible d'effectuer soit un dosage en un temps, soit un dosage 
en deux temps. 

Pour le dosage en un temps, les echantillons a doser ou les 
standards sont mis en contact simultanement avec un anticorps monoclonal anti- 
troponine I cardiaque couple a un marqueur enzymatique et avec un deuxieme 
anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque eventuellement fix6 sur un support 
solide. Apres incubation et lavage, on procede a la revelation enzymatique. Cette 
demiere est effectuee selon I'invention par addition d'un substrat chimiluminescent 
derive d'une diacylhydrazine ou du 1 ,2-dioxetane. La quantite de la troponine I 
cardiaque presente dans les echantillons a doser ou les standards, est evaluee par 
la lecture directe du signal lumineux obtenu. 

Pour le dosage en deux temps, on met en contact les ^hantillons k 
doser ou les standards. 
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- soit, d'abord avec un anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque couple a un 
marqueuV enzymatique. puis apres incubation, avec un deuxieme anticorps 
monoclonal anti-troponine I cardiaque eventuellement fixe sur un support sotide et 
ensufte on incube de nouveau, 

- soit, d'abord avec un anticorps nrx)noclonal anti-troponine I cardiaque 
Eventuellement fixe sur un support solide. puis apr^ incubation et un 6ventuel 
lavage, avec un deuxieme anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque couple a 
un marqueur enzymatique et ensuite on incube h nouveau. 

Dans les deux cas. on procdde ensuite eventuellement a un lavage, 
puis & la revelation enzymatique qui est effectuee selon rinvention, par addition d'un 
sutistrat chimiluminescent derive d'une diacylhydrazine 6u du 1,2*dioxetane« La 
quantity de la troponine I cardiaque pr^soite dans les Echantlllons & doser ou les 
starKlards, est evaluee par la lecture directe du signal lumineux obtenu. 

Pour le dosage en deux temps, de maniere prEferentielle, les 
echantillons a closer et les standards sont mis en contact d'abord avec un anticorps 
rronodonal anti-troponine I cardiaque couple a un marqueur enzymatique puis 
apr6s incubation, avec un deuxieme anticorps rmnoclonal anti-troponlne I cardiaque 
1ix6 sur un support solide et ensuite incubte de nouveau. 

Comme anticorps monoclonal anti-troponlne i cardiaque. on peut 
utiliser tout anticorps monoclonal ayant une grande affinite pour la troponine I 
cardiaque et dont la constante de dissociation a Tequilibre est egale ou infSrieune k 
10-9 M. de pr^terence ^ale ou inferieure k 10-^ M. On peut aussi utiliser tout 
couple d'anticorps monoclonaux ayant une liaison cooperative vis k vis de la 
troponine I cardiaque, cette cooperativite produisant comme resultat une 
augmentation de Taffinite de Tun des deux anticorps monoclonaux pour la troponine I 
cardiaque (constante de dissociation a I'equilibre ^ 10'® M) lorsque la troponine I 
cardiaque est dej^ liee avec le deuxieme anticorps. 

De maniere preferentielle, comme anticorps monoclonaux anti- 
troponine I cardiaque, on peut utiliser les anticorps monoclonaux 11E12 et 8E1 de 
souris decrits dans Clin. Chem. (1993). 39, p. 972-979. En effet, de manidre 
surprenante il a ete constate que Tanticorps monoclonal 11 El 2 bloque la liberation 
de la troponine I cardiaque liee a I'anticorps 8E1. Ce phenomene a ete mis en 
evidence en utilisant le systeme BIACORE*" de PHARMACIA, et en mesurant les 
constantes cinetiques d'association et de dissociation de la troponine I cardiaque 
(cTnl) sur i'anticorps monoclonal 8E1, en presence ou en I'absence de I'anticorps 
11E12. 



Les differents resultats sont donnes dans le Tableau I. 
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TABLEAU I 





AcM 8E1 : cTnl seule 


AcM BE1 : cTnl4l IE12 


CONSTAKTE CtNETOUE OE USSOOATION 


3^.10-3 


2.8.10-^ 


OONSTANTE CINEnQUE D'ASSOCUTKM 
#fWI(M-<XS-<) 


5.8.105 


4.5.105 


CONSTAHTE OE DISSOCIATION A L'EQUUBRE 

Koff/Konm) 


5.7.10-9 


0,6.10-9 



5 Les resultats du Tableau I demontrent que pour Tanticorps 8E1, 

raffinite est 10 fois plus elevee si la troponlne I cardiaque est en presence de 
i'antlcorps monoclonal 11 El 2. Plus pr6cis6ment. la constante de dissociation a 
requilibre est 10 fois plus felble 0a constante cinetique d'assoctation ne varie pas). II 
existe done une cooperativltd de la liaison des deux anticorps monoclonaux anti- 
10 troponins I vis k vis de la troponine I cardiaque. Qrdce k cette effet de "blocage" de 
la dissociation du complexe it est possible de realiser le procM6 de dosage 
immunoenzymatique. objet de la pr^sente invention, avec ce couple d'anticorps 
monoclonaux. 

15 Pour la formation du conjugue anticorps monoclonal anti-troponine I 

cardiaque-marqueur enzymatique on utilise comme marqueur enzymatique soit la 
phosphatase alcaline soit la peroxydase. 

On utilise la phosphatase alcaline lorsque le substrat 
chimiluminescent est un derive de 1 ,2-dioxetane et la peroxydase lorsque le 

20 substrat chimiluminescent est un derive d'une diacylhydrazine. 

On peut utiliser notamment les anticorps monoclonaux 8E1 ou 
11 El 2 pour preparer les conjugues avec un marqueur enzymatique. De preference 
on prepare des conjugues de ranticorps monoclonal 11E12 avec la peroxydase et 
des conjugues de ranticorps monoclonal 8E1 avec la phosphatase alcaline. 

25 Selon le mode de realisation, on peut envisager somme support 

soilde soit des tubes en polystyrene sur lesquels est fixe ranticorps anti-troponlne I 
cardiaque (cas du kit de diagnostic), soit des particules m^n^tiques (notamment 
ferriques) ou non sur lesquelles est fixS ranticorps monoclonal antl-troponine I 
cardiaque (dosage automatise). 
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• « 

Les conjugues anticorps monoclonal anti-troponine I - marqueur 
enzymattque sont prepares selon les mettx)des connues (J. Histochem Cytochem 
(1974). 22, p. 1084-1091]. 

La preparation des anticorps monoclonaux anti-troponine I fix6s par 
5 exemple par des liaisons covalentes sur une phase solide, est aussi realisee selon 
des methodes decrites dans la littdrature [J. Immunological Methods. (1979), 21. P- 
231-236]. 

Lors de la mise en contact des ^antillons k doser ou des 
10 standards avec un anticorps monoclonal anti-troponine I caidlaque eH/ou un 
anticorps monodonai anti-troponine 1 cardlaque couple k un marqueur enzymatique, 
le pH du milieu rtectionnel doit dtrs de pr6f6rence Idgdrement adde. Le pH doit 
notamment dtre oompris entre 5 et 6. plus prteisdment entra 5.4 et 5.7. Pour ^yuster 
le pH on peut utiliser diff6rents tampons adiquats ou des solutions d'addes 
15 organiques faibles, par exemple des solutions ou des tampons d'acide sucdnique 
ayant un pH de 5.2 a 5.4. 

Lincubation entre le plasma ou ie serum et les anticorps anti- 
troponine I ou les standards, est effectuee entre 20^C et 37*C et le temps 

20 d'incubation peut varier entre 5 et 20 minutes. 

Aprds incubation, on proc&de k un ou piusieurs lavages qui sont 
effectute a une temperature 6b T k 37*C. de pr6f^ence a une temperature 
inf^rieure a 10*C. Pour les lavages, on utilise de manidre preferentielle une sdution 
de tampon phosphate pH 6.8 ou une solution tampon tris pH 8. 

25 Comma tl a ete indiqud pr6cedemment, comme sut>strat 

luminescent on utilise soit un derive de diacyihydrazine, plus specialement le lumirx>l 
[5-amino-2»3-dihydrophtalazine-1,4-dlone], soit un derive de 1 ,2-dioxetane. plus 
specialement le lumigen PPD [set disodique de 4-methoxy 4-(3-phosphatephenyl) 
spiro (1 .2-dioxetane S-adamantane-?)]. Des substrats luminescents contenant du 

30 luminoi sont disponibles dans le commerce comme par exemple le luminol ECL- 
immunoessai signal reagent RPN 190 commercialise par Amersham ou le luminol 
BM Chimiluminescence EUSA reagent 1582950 commercialise par Boehringer 
Mannheim. On prefere des substrats qui contiennent un melange de luminoi et de 4- 
iodophenoi. Des substrats luminescents contenant du lumigen PPD sont aussi 

35 disponibles dans le commerce comme, par exemple, le Lumi-Phos 530 
commercialise par Analytical Luminescence Latxsratory. Ce reactif contient du 
lumigen PPD et un promoteur de la chimiluminescence qui est un tensioactif derive 
de la fluoresceine. 
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La revelation enzymatique est aussi effectuee a une temperature 
comprise entre 20*C et 37*C. La lecture de la chimiluminescence est effectuee de 
preference apres environ 2-10 minutes. 

Pour realiser la gamme d'etalonnage dtin dosage quantltatif on 
utilise des solutions standards (standards) de la troponine i cardiaque humaine 
purifite [Larue C. etal, Clin. Chem. (1993), 39. p. 972-979). 

Uinvention concerns aussI Tutllisation du tuminol et du tumigen PPO 
comme substrats chimiluminescents pour le dosage immunoenzymatique de type 
sandwich de la troponine I cardiaque mettant en oeuvre deux anticorps 
monoclonaux anti-troponine I cardiaque dont un couple avec un marqueur 
enzymatique. en particulier la peroxydase, si le sulistral est le luminol, et la 
phosphatase aicaline, si le substrat est le lumtgen PPD. lesquels antloorps (soit 
natureilement, soit par cooperativit6) ont pour la troponine I cardiaque une constante 
de dissociation k Tequilibre egale ou inferieure a 10-^ M. 

Uinvention a egalement pour objet une trousse de dosage de la 
troponine I cardiaque comprenant deux anticorps monoclonaux anti-troponine I 
cardiaque dont un est couple avec un marqueur enzymatique lesquels cinti corps, soit 
naturellement, soit par cooperativit6 ont pour la troponine I cardiaque une constante 
de dissociation a I'equilibre egale ou inferieure a 10-^ M, et un substrat 
chimiluminescentd6riv6 d'une diacyihydrazine, de preference le luminol ou un derive, 
de 1,2-dloxetane, de preference le lumigen PPD. 

Les exemples suivants, donnes a titre non limitatif. illustrent 

invention. 
EXEMPLE I 

Posaoe de la tropon ine I cardiaque avec un svst^me automatism 

Le systeme automatise utilise pour le dosage immunoenzymatique 
est le systdme Access® immuoessai» systeme commercialise par Sanofi 
Diagnostics Pasteur. 

Le dosage est effectue de la maniere suivante : Dans la cupula du 
dosage sont introduits 50 ^J\ de Techantillon a doser, 25 ^\ d'une solution 
d'immunoglobulines de souris a 4 mg/ml, 10 /il d une solution d'acide succinique 0.1 
M. 50 /il du conjugue anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque de souris 
8E1 -phosphatase aicaline (C = 5 /ig/ml). 
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Apres incubation pendant 5 minutes a 37*C isont introduits 50 ^\ de 
billes de latex ferriques (Rhone Poulenc ref. Ml -070/60) sur lesquelles sent fixes par 
des liaisons covaientes des anticorps monoclonaux anti-troponine I cardiaque de 
souris 1 1 El 2. 

5 

Le melange est incubd pendant 36 secondes ii 37*C. puis les billes 
de latex femques sont s6par6es k i'aide d\in c^amp magn6tique. On procMe au 
lavage k i'aide tfune solution tampon Tris pH 8 on a]oute ensuite 200 /il de substrat 
Luml-Phos" 530. 

10 

La r6v6lation est effectu^e k 37^ et on mesure la luminescence 
g6n6ree par la reaction avec un luminomdtre. 

Le temps total d'analyse est de 15 minutes. 

Pour la gamme d'6talonnage on utilise des solutions de la troponine 
15 I cardiaque humaine purifi6e. 

On effectue une gamme d'etalonnage correspondent k des 
concentrations comprises entre 0 et 50 tigfl. 

LsL sensibilite du procMd. dvalu^e par la courbe d'6talonnage. est 

20 de 3.5 ng/l. 



EXEMPLE H 

25 Dosaoe de la troponlne t cardtaaue avec un kit Immunoenzvmatlaue 

Dans des tubes en polystyrene revfetus d'anticorps monoclonaux 
anti-troponine I cardiaque de la souris 8E1, on introduit 150 fJl d*une solution tampon 
succinate contenant du Tween 20 a 0.2 %, des immunoglobulines de souris non 
30 specifiques et 0,1 % de Kathon. 50 ti\ du conjugue anticorps monoclonal anti- 
troponine I cardiaque de souris 11E12*peroxydase, et 200 fi\ d'6chantillon k doser 
ou d'une solution 6talon utilisee pour la gamme d'^talonnage. 

Pour la gamme 6tatonnage on utilise du serum humain contenant de 
0^2 /ig/l de troponine I cardiaque humaine purifi^e. 

35 
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On incube 15 minutes precisement sous agitation horizontale a 
temperature ambiante. puis on procede au lavage des tubes de la fagon suivante : 

- on renverse le contenu des tubes dans un recipient et on eponge ies tubes sur un 
papier absort>ant. 

- on pnocede au lavage en ajoutant 1 ml de tampon phosphate 0.1 M. pK 6.8 
contenant du Tween 20 ^ 0.1 % et 0.3 % de Kathon. en matntenant la 
temperature au plus k 8*C. On r6pdte cette dtape 3 fois. 

Apres avoir procede au lavage et elimine toute trace de la solution 
utilisee pour ce demier, la revelation enzymatique est effectu^e en utilisant 300 /il 
d*un melange constitue de 100 parties de luminol (BM chtmiluminescent ELISA 
reagent Boehringer Mannheim) et 1 partie d'eau oxygenee. 

On iaisse k temperature ambiante et on mesure la luminescence 
avec un tuminomdtre aprte 3 minutes. Ghaque tube est lu pendant exactement 30 
secondes ou exactement 10 secondes. 

La sensibllite de ce dosage est de 3 ng/L 

Les valeurs des rapports signal net/bruit de la mesure (S-B)/B 
obtenues selon le precede decrit ci-dessus et selon le procede decrit par Larue C. et 
al [Mol. Immunol. (1992). 29(2). p. 271-278 : Clin Chem. (1993). 39/6 p. 972-979] 
sont donnees dans le Tableau II ci-apres. 



TABLEAU II 



Concentration en 
Troponine 1 cardiaque 


Procede de I'exemple 


Procede decrit par 
Larue et al 


100 ng/l 


S-B 1200 -95;95 _ ^ 
B ^ 95 " ' 


s-e 150-so 

8 ■ 50 -2'^ 


10ng/1 


S-B 250 - 95 _ 
8 ■ 95 


— 0 (S = B) 



Les valeurs des rapports signal/baitt de la mesure obtenue en 
appliquant le procede de invention prouvent sa grande sensibiMte et sa spec'^cite 
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Pfocede de dosage immunoenzymatique de type sandwich de la troponine I 
cardiaque caracterise en ce que Ton met en oeuvre deux anticorps 
monodonaux anti-troponine I cardiaque dont un est couple avec un marqueur 
enzymadque lesquets anticorps. solt naturellement, soit par ooop6rativit6 ont 
pour la troponine I cardiaque une constante de dissociation a i'equilibre egale 
ou inferieure a 10^® M, de preference egale ou inferieure k 10-® M et que Ton 
utilise pour la revelation enzymatique un substrat chimliuminescent d^rivd 
d'une diacyihydrazine ou du 1,2-<Jioxetane. 

Procede selon la revendication 1, comprenant les Stapes suivantes : 

a-les tehantillons sont mis en contact avec un anticorps morKx;lonal anti- 

troponine I cardiaque couple a un marqueur enzymatique et avec un 

deuxidme anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque. 
b-la revelation enzymatique est effectuee par addition d'un substrat 

chimliuminescent deriv6 d'une diacyihydrazine ou du 1.2-dioxetane. 
c-la quantite de la troponine I cardiaque est evaluee par la lecture directe du 

signal lumineux obtenu. 

Procedd selon les revendications 1 ou 2 comprenant les 6tapes suivantes : 

a- les echantillons a doser ou les standards sont mis en contact simultanement 
avec un anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque couple a un 
marqueur enzymatique et avec un deuxieme anticorps monoclonal antl- 
troponine I cardiaque fixe eventuellement a un support solide. 

b-le melange reactionnei est incube, 

c- puis lave, 

d-la revelation enzymatique est effectuee par addition d'un substrat 
chimliuminescent, derive d*une diacyihydrazine ou derive du 1,2-dioxetane. 

e-la quantite de la troponine I cardiaque presente dans des echantillons a 
doser ou les standards, est evaluee par la lecture directe du signal lumineux 
obtenu. 
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4- Procede selon les revendications 1 ou 2 comprenant les etapes suivantes : 
a-les echantillons a doser ou les standards sont mis en contact. 

soit. d'abord avec un anticorps monoclonaf anti-troponine I 
cardiaque couple a un marqueur enzymatique, puis aprte incubation, avec 
un deuxidme anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque 
eventueliement fixe sur un support solide, et incubus de nouveau, 

soit, d'abord avec un anticorps monoclonal anti-troponine I 
cardiaque ^entuellement fix6 sur un support solide puis aprds incubation 
et lavage eventuel, avec un deuxi^me anticorps monoclonal anti-troponine 
1 cardiaque coupl6 k un marqueur enzymatique et incubus k nouveau. 
b-le melange reactionnel est ensuite eventuellement Iav6. 
c-la rev6latfon enzymatique est effectuee par addition dlin substrat 

chimiluminescentd^rivd d'une diacylhydrazine ou d6nV6 de 1,2-dioxetane, 
d*la quantity de la troponine I cardiaque presente dans les echantillons d 
doser ou dans les standards est dvaluee par la lecture directe du signal 
iumineux obtenu. 

Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que le substrat chimilumtnescent est le luminol. 

6- Proc6d6 selon i'une quelconque des revendications 1 a 4. caracterise en ce 
que le substrat chimiluminescent est le lumigen PPD. 

7- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4. caracterise en ce 
que les anticorps monoclonaux anti-troponine I, sont les anticorps 
monoclonaux de souris 11 E12 et 8E1 . 

8- Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que le marqueur enzymatique couple a Tanticorps monoclonal anti-troponine I, 
est la phosphatase alcaline ou la peroxydase. 

9- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 caracterise en ce que 
!'anticorps monoclonal anti - troponrne I cardiaque couple a w-, marquGur 
enzymatique est le conjugue anticorps monoclonal anti -trcponine I cardipque 
de souris 11 E1 2 peroxydase et le substrat chir^ilumncir.^ert est derive 
d'une diacylhydrazine. 
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10- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 , 2 6u 4 caracterise en ce 
que Tanticorps monoclonal auiti-troponine I cardiaque couple a un marqueur 
enzymatique est le conjugue anticorps monoclonal anti-troponine I cau^diaque 
de souris 8E1 -phosphatase alcaline et le substrat chimiluminescent est un 
derive du 1,2-dioxetane. 

11- Proc§d6 selon Tune quelconque des revendications 1^5 caract6ris6 en ce que 
le substrat chimiluminescent est un melange de luminol et da 4*iodoph6nol. 

12- Procede selon Tune quelconque des revendications 1^4 caracterise en ce que 
la mise en contact des dchantillons k doser ou des standards, avec un 
anticorps monoclonal anti-troponine I cardiaque couple k un marqueur 
enzymatique et eventuellement k un deuxi&me anticorps anti-troponine est 
effectude k un pH l^g^rement acide oompris entre 5 et 6. de preference entre 
5.4 et 5,7. 



13- Precede selon Tune quelconque des revendications 1^4 caract6rise en ce que 
les solutions de lavage utilisees avant revelation ont un pH egal k 6,8-8 et une 
temperature de 2* a 37*C. de preference a une temperature inferieure a 1(rC. 

14- Utilisation du luminol comma substrat chimiluminescent pour le dosage 
immunoenzymatique de type sandwich de la troponine I cardiaque mettant en 
oeuvre deux anticorps monoclonaux anti-troponine I cardiaque dont un coupie 
avec la peroxydaise, lesquels anticorps soit naturellement soit par 
cooperativite, ont pour la troponine I cardiaque une constante de dissociation k 
I'equilibre egale ou inferieure a 10"^ M. 



IS- Utilisation du lumigen PPD comme substrat chimiluminescent pour le dosage 
immunoenzymatique de type sandwich de la troponine I cardiaque mettant en 
oeuvre deux anticorps monoclonaux anti-troponine I cardiaque dont un couple 
avec »a phosphatase alcaline, lesquels anticorps soit naturellement sc't par 
cooperativite, ont pour la troponine I cardiaque une constante de dissociation a 
Tequilibre egale ou inferieure a 10*^ M. 
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16- Trousse de dosage de la troponine I cardiaque comprenant deux anticorps 
monoclonaux anti-troponine I cardiaque dont un est couple avec un marqueur 
enzymatique lesquels anticorps, soit naturellement, soit par cooperativite ont 
pour la troponine I cardiaque une constante de dissociation t Tequilibre egale 
ou inferieure k 10-^ M. et un substrat chimiluminescent d^ve d^jne 
diacylhydrazine ou du 1 ,2-dioxetane 
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